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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



| | the international application as originally filed. 

the description, pages 

pages 

pages 

pages 



as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos: 



1-10 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/1 



as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of 
filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 



I I the drawings, sheets/fig 



| I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
I — I to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



See the Supplemental Sheet. 
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I. Basis of the report 

I . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.) : 

Pages 1-12, containing a listing of sequences 1-3, have 
been taken into account in establishing the present 
opinion . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-10 



1-10 



1-10 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 

D1: ep-a-0 518 096 (NESTLE SA) , December 16, 1992, cited 
in the application 

D2: WO-A-90 05459 (GENECOR INC), May 31, 1990, cited in 
the application. 



1. Claims 1-5 are novel but not inventive in the light 
of documents Dl and D2 . The application offers an 
alternative solution to the problem of avoiding the 
post-acidification of a milk product in storage, 
following the fermentation thereof. Said solution 
comprises using a negative beta-galactosidase mutant 
form of L. Bulgaricus and selecting the rate and 
degree of acidification by modulating glucose 
addition. The lactose operon of said mutant carries 
a non-sense mutation in the beta-galactosidase gene. 
Dl describes a similar solution, with all the 
technical features of the application, and leading 
to all the technical effects described therein. The 
sole difference lies in the fact that the beta- 
galactosidase is inactivated by a partial deletion 
(page 2, lines 5-6, 41-43, 48; page 3, lines 22-24; 
page 5, example 1; example 3-6, page 7) . 
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In the light of D2, it is shown that beta- 
galactosidase activity can be suppressed via the 
insertion of a point mutation (page 14, paragraph 2 
and the table on page 20) in the beta-galactosidase 
gene (conditional mutants generally bear a point 
mutation) . 

It is therefore obvious that it is possible to 
suppress the beta-galactosidase activity of L. 
Bulgaricus by a point mutation rather than a partial 
deletion of the beta-galactosidase gene. 
Claims 1-5 do not therefore involve an inventive 
step . 



2. Claims 6-10 are novel but not inventive, as milk 

products similar to those described in the present 
claim are disclosed in Dl and a method for preparing 
a milk product by fermenting milk with an L. 
Bulgaricus strain in the presence of glucose is 
described in Dl, wherein fermentation is interrupted 
without cooling said milk product (examples 3-6, 
page 6) . The subject matter of Claims 6-10 can be 
derived in an obvious manner from the combination of 
documents Dl and D2 . 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



1. If terms such as " Anaeroculta" (page 9, line 23) 

refer to registered trademarks, the fact that they 
have not been designated as such renders the 
description obscure (PCT Article 5 and PCT 
Guidelines, PCT/C-II 4-.16) . 



2. The terms "ose" and "NUNC" are unclear and render 
the description obscure (PCT Article 5) . 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. In Claim 1, an essential feature appears to be 

missing: a mutation in the permease gene. Therefore, 
Claim 1 does not meet the requirements of PCT 
Article 6, in combination with PCT Rule 6.3(b), 
whereby an independent Claim should contain all the 
essential technical features required to define the 
invention. The lactose operon of the mutant 
described in the application carries a substitution 
in the permease gene and a non-sense mutation in the 
beta-galactosidase gene. The applicant rightly 
mentions that the reversion rate of point mutations 
(as the non-sense mutation described in Claim 1) is 
very high. As a result, the selection and 
conservation of a strain with a point mutation is 
far more difficult. However, the 1-1968 strain 
remains stable in the presence of glucose, as Table 
1 of the description shows. Moreover, it does not 
appear clearly from the description that the non- 
sense mutation is the only essential modification 
and that the substitution step is secondary in 
achieving all the technical effects of the 
invention . 



Form PCT/I PEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATTERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets ° : 

C12N 15/56, A23C 9/123, C12N 1/20, 
9/38 // (C12N 1/20, C12R 1:225) 



A2 



(11) Nume>o de publication Internationale: WO 99/61627 
(43) Date de publication internationale: 2 d6cembre 1999 (02.12.99) 



(21) NumeVo de la dcmande internationale: PCT/FR99/01 165 

(22) Date de depot international: 17 mai 1999 (17.05.99) 



(30) Donnees relatives a la priorite*: 

98/06456 22 mai 1998 (22.05.98) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats designes sauf US); COMPAGNIE 

GERVAIS DANONE [FR/FR]; 126-130, rue Jules Guesde, 
F-92302 Levallois Perret (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement): BENBADIS, Laurent 
[FR/FR]; 7 ? avenue de Provence, F-92160 Anthony (FR). 
BRIGNON, Pierre [FR/FR]; 7, rue des Brasseurs, F-67200 
Strasbourg (FR). GENDRE, Francois [FR/FR]; 49, rue du 
Marechal Foch, F-67200 Strasbourg (FR). 



(74) Mandataires: ORES, Beatrice etc. 
Messine, F-75008 Paris (FR). 



Cabinet Ores, 6, avenue de 



(81) Etats designes: AE, AL, AM, AT, AU, A2, BA, BB, BG, BR, 
BY, CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, 1L, IN, IS, JP, KE, KG, KP, 
KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, NO, N2, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, 
SI, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU, 
ZA, ZW, brevet ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SL, 
SZ, UG, ZW), brevet eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, 
RU, TJ, TM), brevet europ6en (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), brevet 
OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, 
NE, SN, TD, TG). 



Publide 



Sans rapport de recherche internationale, sera republiie des 
reception de ce rapport. 



(54) Title: MUTANT LACTOBACILLUS BULGAR1CUS STRAINS FREE FROM BETA-GALACTOSIDE ACTIVITY 



(54) Titre: SOUCHES MUTANTES DE LACTOBACILLUS BULGARICUS DEPOURVUES D'ACTIVITE BETA-GALACTOSIDASE 



(57) Abstract 



The invention concerns mutant L. bulgaricus strains bearing a nonsense mutation, in at least one of the sequences coding for the 
lactose operon, and free from £-galactosidase activity, and lactic starters comprising said strains. Said strains and starters can be used to 
obtain fermented milk products from glucose-added milk. 



(57) Abrege 

L'invention conceme des souches mutantes de L. bulgaricus portant une mutation non-sens, dans au moins l'une des sequences 
codantes de l'operon lactose, et depourvues d'activite" /?-galactosidase, et des ferments lactiques comprenant lesdites souches. Ces souches 
et ferments peuvent etre utilised pour Tobtention de produits lai tiers fermented a partir de lait additionn6 de glucose. 
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SOUCHES MOT ANTES DE LACTOBACILLUS BULGARICUS DEPOURVUES 
D'ACTIVITE BETA-GALACTOSIDASE. 
Ces souches et ferments peuvent etre utilises 
pour l'obtention de produits laitiers fermentes a partir 
5 de lait additionne de glucose. 

La presente Invention est relative a de 
nouveaux variants de bulgaricus et a leur utilisation 
pour la preparation de produits laitiers fermentes. 

Les yoghourts sont traditionnellement obtenus 
10 par fermentation du lait avec une association de 
Streptococcus thermophilics et Lactobacillus bulgaricus . 
Au cours de la fermentation qui est effectuee a une 
temperature d' environ 40 a 45°C, ces bacteries utilisent 
principalement le lactose comme substrat energetique, et 
15 produisent de 1' acide lactique qui entraine la 
coagulation du lait ; lorsque le pH atteint une valeur 
d' environ 4,8 a 4,5, on met fin a cette etape de 
fermentation (egalement denommee « acidification ») en 
ref roidissant le produit. Celui-ci est ensuite maintenu 
20 au froid pendant la suite du processus de fabrication et 
de conditionnement , et jusqu 1 a sa consommation . 

Cependant, le ref roidissement ne stoppe pas 
completement la fermentation lactique ; meme lorsque le 
produit est maintenu a 4°C, on observe une augmentation 
25 progressive de son acidite au cours du temps. 

Ce phenomene, connu sous le nom de post- 
acidification, est responsable d'une degradation des 
qualites organoleptiques du produit pendant sa 
conservation . 

30 La post-acidification resulte essentiellement 

de 1' utilisation par les bacteries, et principalement par 
L. bulgaricus , du lactose restant dans le produit a 
1' issue de 1' etape d' acidification controlee. Pour 
1' eviter, il a ete propose d' utiliser des souches de 
■ 35 L. bulgaricus ne fermentant pas, ou tres peu, le lactose. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Une des enzymes essentielles pour la 
fermentation du lactose est la p-galactosidase, qui 
hydrolyse le lactose en glucose et galactose. II a done 
ete propose, pour obtenir des souches non- 
postacidif iantes de L. bulgarlcus, de produire des 
mutants artificiels, ou de selectionner des mutants 
naturels, chez lesquels 1'activite de cette enzyme etait 
af f ectee . 

Par exemple, le Brevet EP 402 450 au nom de 
GENENCOR decrit 1 ' obtention, par mutagenese localisee du 
gene de la P-galactosidase, de mutants conditionnels de 
L. bulgarlcus, chez lesquels la p-galactosidase qui est 
active lors de la fermentation a 40°C, perd son activite 
a la temperature ou au pH correspondant aux conditions de 
15 conservation des produits laitiers fermentes. 

La Demande JP 90053437 decrit 1' obtention d'un 
mutant artificiel de L . bulgarlcus ayant completement 
perdu la capacite de fermenter le lactose, et la 
selection d' un mutant naturel, a capacite reduite de 
20 fermentation du lactose ; ces mutants sont neanmoins 
capables, l'un comme 1' autre, de se developper et 
d'acidifier normalement en presence de S. thermophllus, a 
condition que le milieu soit supplements en glucose. Les 
sous-cultures de ces mutants conservent leurs 
25 caracteristiques d' acidification, dans du lait depourvu 
de glucose, apres 10 repiquages.' 

Le Brevet EP 0518 096, au nom de la SOCIETE 
DES PRODUITS NESTLE, propose d'utiliser pour la 
fabrication de yoghourt, des mutants faiblement 
30 postacidifiants de Lactobacillus bulgarlcus prealablement 
selectionnes sur le critere de la deletion d'un fragment 
du gene de la p-galactosidase. Le criblage et la 
caracterisation de ces mutants sont facilites, du fait 
que la presence de cette deletion peut etre facilement 
35 verifies sur des profils de restriction. En outre, les 
deletions sont connues pour etre des mutations 
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irreversibles, ce qui permet d' obtenir facilement des 
souches mutantes stables a partir de la souche mere . Le 
Brevet EP 0518 096 decrit 2 types de mutants faiblement 
postacidif iants selectionnes de la sorte. Les premiers 
5 ont une deletion touchant uniquement le gene de la 
P-galactosidase ; lorsqu'ils sont associes a 

S. thermophilics et cultives sur du lait, ils presentent, 
meme en 1' absence d'ajout de glucose, des proprietes de 
croissance et d' acidification comparables a celles de la 

10 souche sauvage dont ils sont issus . Les seconds 
presentent une deletion plus importante, s'etendant sur 
au moins lkb en aval du gene de la p-galactosidase ; 
lorsqu'ils sont associes a S. thermophilics ils croissent 
plus lentement et acidif ient beaucoup moins que la souche 

15 sauvage dont ils sont issus ; l'ajout de glucose au 
milieu de culture n' a que peu d' influence sur leurs 
proprietes d' acidif ication et de post-acidification. 

Les mutants naturels chez lesquels la 
P-galactosidase est inactive sont beaucoup plus difficiles 

20 a select ionner et a maintenir en cultures pures dans le 
cas de mutations ponctuelles que dans le cas de mutants 
de deletion ; ceci s'explique par la probability plus 
faible qu'une mutation ponctuelle produise une proteine 
inactive, par la plus grande difficulty pour localiser et 

25 caracteriser les mutations ponctuelles par des profils de 
restriction, et par le taux de reversion tres important. 

La Demanderesse a maintenant trouve d'autres 
mutants naturels de L. bulgaricus , ne portant pas de 
deletion dans le gene codant pour la P-galactosidase, et 

30 presentant des caracteristiques technologiques 

avantageuses. Dans le cadre de la presente invention, un 
mutant non-sens, incapable d'assimiler le lactose, a ete 
isole a partir d'une culture d' un L . bulgaricus sauvage. 
Associe a S. thermophilus , en culture sur du lait, il 

35 croit et acidifie beaucoup plus lentement que la souche 
sauvage dont il est issu. En revanche, sa croissance et 
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son acidification sont quasi -no rmales lorsque le lait est 

supplements en glucose. 

La presente Invention a pour objet une souche 

mutante de L. bulgaricus depourvue d' activite 
5 p-galactosidase, caracterisee en ce qu' elle porte une 

mutation introduisant un codon non-sens dans l'une des 

sequences codantes de l'operon lactose et en particulier 

celle codant pour la p-galactosidase . 

Une souche de L . bulgaricus conforme a 
0 l f invention a ete deposee selon le Traite de Budapest le 

14 janvier 1998, aupres de la CNCM (Collection Nationale 

de Cultures de Microorganismes ) tenue par 1 ■ Institut 

Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, a Paris, sous le numero 

1-1968. 

5 Cette souche presente les caracteristiques 

morphologiques et biochimiques suivantes : 

- Morphologie : Microorganisme Gram-positif , bacilles 
fins, pleomorphes,' asporogenes, isoles ou en 
court es chaines, immobiles. 

0 - Metabolisme : homof ermentaire, catalase (-) . 

- Fermentation des sucres : D-glucose (+), 
D-fructose (+) , D-mannose ( + ) , esculine (+) . 

Les Inventeurs ont sequence l'operon lactose 
chez le mutant 1-1968. La sequence correspondante est 
> representee dans la liste de sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID N0:1. Les sequences des produits de 
traduction (permease et P-galactosidase) sont 

respectivement representees sous les numeros SEQ ID NO: 2 
et SEQ ID NO: 3 

1 L' analyse de cette sequence fait apparaitre 
deux mutations ponctuelles : l'une, au niveau du gene de 
la permease (position 122 de la sequence SEQ ID NO: 1), 
induit un changement d' acide amine (Lys Asn) ; 1' autre, 
au niveau du gene de la p-galactosidase (position 4519 de 
la sequence SEQ ID NO : 1 ) , introduit un codon de 
terminaison. Bien que conservant ses sites actifs 
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(positions 4 64 et 531) , la p-galactosidase produite par 
ce mutant est inactive . Les Inventeurs ont en outre 
constate que cette mutation restait stable apres 
plusieurs series de repiquages sur un milieu de culture 
5 contenant du glucose . En revanche, sur un milieu de 
culture en absence de glucose, cette mutation non-sens 
reverte tres rapidement a un taux d' environ 1CT 6 . 

La present e invention englobe egalement des 
souches mutantes incapables d' assimiler le lactose, 

10 derivees de la souche 1-1968. De telles souches peuvent 
par exemple etre obtenues en induisant par mutagenese 
dirigee, d' autres mutations dans 1' operon lactose de la 
souche 1-1968 . 

La presente Invention a egalement pour objet 

15 un ferment lactique, en particulier un ferment du 
yoghourt, caracterise en ce qu f il comprend au moins une 
souche de L . hulgaricus conf orme a 1' Invention telle que 

definie ci-dessus, de preference associee a au moins une 
souche de S. thermophilus . 

20 Pour l'obtention d'un ferment conforme a 

1* invention, on peut utiliser n' importe quelle souche de 
S . thermophilus convenant pour la fabrication de 
yoghourt ; le choix d' une ou plusieurs souches de 
S. thermophilus peut etre ef f ectue en f onction des 

25 caracteristiques additionnelles que 1'on souhaite 
eventuellement conferer au produit fini. 

A titre d ' exemple de souches de 
S. thermophilus pouvant etre utilisees en association 
avec une souche de L. hulgaricus conforme a 1 ' invention, 

30 on peut citer les souches suivantes, deposees aupres de 
la CNCM (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes) tenue par 1 1 Institut Pasteur, 25 rue du 
Docteur Roux, a Paris : 

- la souche deposee le 25 aout 1994, sous le 

35 numero 1-1470, et la souche deposee le 23 aout 1995, sous 
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le numero 1-1620 ; ces 2 souches sont decrites dans la 
Demande Europeenne publiee sous le numero 96/06924 ; 

- les souches deposees le 30 decembre 1994, 
sous les numeros 1-1520 et 1-1521 ; ces 2 souches sont 

5 decrites dans la Demande Internationale PCT WO 96/20607 : 

- la souche deposee le 24 octobre 1995 sous le 
numero 1-1630 ; les caracteristiques de cette souche sont 
decrites dans la Demande Internationale PCT WO 96/01701. 

Ces souches peuvent etre associees entre 

10 elles, ou avec une ou plusieurs autres souches 
industrielles de S. thermophilics. 

La ou les souche (s) de S. thermophilics sont 
associees avec la ou les souche (s) de L. bulgaricus 
conformes a 1' invention de la meme maniere et dans les 

15 memes proportions que dans les ferments du yoghourt 
traditionnels ; la population de bacteries L. bulgaricus 
conformes a 1' invention peut par exemple representer 
entre 10 et 90%, de preference entre 20 et 50%, de la 
population bacterienne totale. 

20 La presente Invention a egalement pour objet 

un procede de preparation d'un produit laitier fermente 
caracterise en ce qu' il comprend une etape au cours de 
laquelle on fermente du lait a l'aide d'un ferment 
comprenant au moins une souche de L. bulgaricus conforme 

25 a 1' Invention, en presence d'au moins un sucre 
assimilable par ladite souche ; il peut s'agir notamment 
du fructose, du mannose, et de preference, du glucose. 
Avantageusement ledit produit laitier fermente est un 
yoghourt . 

30 Le procede conforme a 1' Invention est 

similaire aux procedes traditionnels de preparation du 
yoghourt en ce qui concerne les principales modalites de 
mise en oeuvre de 1' etape d' acidification controlee ; en 
particulier cette acidification est effectuee a une 

35 temperature comprise entre 20 et 45°C, et de preference 
entre 30 et 45°C, et en « batch », c'est a dire en une 
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seule etape et en utilisant une seule cuve de 
fermentation . 

La duree de cette etape d' acidification 
controlee est generalement de l'ordre de 6 a 24 heures, 
et de preference de l'ordre de 6 a 16 heures ; elle est 
done plus longue que dans le cas des procedes classiques 
de preparation de yoghourt (ou elle est de 3 a 5 heures a 
44°C). En effet, les souches de L. bulgaricus conformes a 
1' Invention, meme associees a S. thermophilus , croissent 
et acidifient beaucoup plus lentement que les souches 
sauvages . 

En outre, la vitesse de croissance et 
d' acidification des souches de L. bulgaricus conformes a 
1' invention varie tres signif icativement en fonction de 
la quantite de glucose ajoutee au lait. Cette propriete 
permet de controler leur croissance et leur 
acidification, par simple addition de la quantite 
souhaitee de glucose en debut de fermentation. 

Les Inventeurs ont en outre observe que, lors 
de la mise en oeuvre de souches de L. bulgaricus ou de 
ferments conformes a 1' Invention, 1 ' acidification 
ralentit considerablement lorsque le pH atteint la zone 
de 4,8 a 4,5, (qui correspond a la zone de pH ou l'on 
arrete 1' acidification dans le cas d' un procede 
traditionnel) , et se stabilise, meme si l'on maintient le 
lait a temperature de fermentation, a un pH plancher. La 
valeur de ce pH plancher depend essentiellement de la 
quantite de glucose ajoutee. 

Cette propriete permet de reduire, voire 
d'eliminer la phase de ref roidissement utilisee dans les 
procedes traditionnels de fabrication du yoghourt pour 
stopper la fermentation. Elle supprime en outre la 
necessite de mesurer le pH pour determiner le moment 
optimal d' arret de la fermentation ; pour un ferment et 
une quantite de glucose ajoute determines, il est 
possible, sans risque de sur-acidif ication, d'arreter la 
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10 



15 



fermentation au bout d'une duree donnee, calculee en 
fonction du temps necessaire pour atteindre le pH 
plancher. Ceci permet de mieux controler la regularity du 
pH final et la texture du produit en fin de fermentation. 

Avantageusement, pour la raise en ceuvre du 
precede conforme a 1' invention, et selon le degre 
d' acidification auquel on souhaite parvenir, la quantite 
de glucose ajoutee au lait prealablement a la 
fermentation est comprise entre 0,5 et 10 g/1, de 
preference entre 0,5 et 5 g/1. 

Le produit fermente obtenu de la sorte peut 
etre conserve plusieurs heures a une temperature proche 
de la temperature de fermentation, sans baisse du pH, ce 
qui permet de supprimer les installations de stockage 
intermediate au froid et d'augmenter la capacite des 
cuves de fermentation. 

La mise en oeuvre du procede conforme a 
1' Invention permet de reduire la postacidif ication dans 
les produits fermentes au cours de leur conservation a 

20 plus long terme . Le degre de postacidif ication peut 
varier selon la composition du ferment et la quantite de 
glucose utilisee. Cependant la postacidif ication est 
toujours nettement inferieure a celle observee dans le 
cas des yaourts obtenus avec les ferments et les precedes 

25 traditionnels . 

Par exemple, des experimentations effectuees 
par les Inventeurs ont montre que dans les memes 
conditions de conservation (28 jours de conservation a 
10°C), le ApH (difference entre le pH a JO et le pH a 

30 J28) etait compris entre 0,05 et 0,4 dans le cas des 
produits obtenus a 1'aide d' un ferment conforme a 
1' invention, alors q U ' il etait toujours superieur a 0,7 
dans le cas de ferments temoins dans lesquels la souche 
de L. bulgaricus conforme a 1' invention etait remplacee 

35 par une souche sauvage. 
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Cette faible post-acidification s'accompagne 
d'une bonne survie des souches du ferment ; la population 
de L. bulgaricus en fin de conservation, dans le produit 
f ermente obtenu conf ormement a 1' invention n' est que 
5 legerement inferieure a celle du produit temoin. 

La presente invention a egalement pour objet 
les produits laitiers f ermentes susceptibles d' etre 
obtenus en mettant en oeuvre un procede conforme a 
1 1 invention. 

0 Ces produits peuvent se conserver pendant plus 

longtemps et a temperature plus elevees que les produits 
obtenus par les procedes traditionnels, et possedent des 
caracteristiques organoleptiques qui restent stables au 
cours de la conservation. 

5 EXEMPLE 1 : DOSAGE BIOCHIMIQUE DE L'ACTIVTTE 

BETA-GALACTOSIDASE D'UN MUTANT CONFORME A L ' INVENTION . 

L'activite p-galactosidase de la souche 1-1968 
a ete comparee a celle de la souche sauvage de 
£. bulgaricus (denommee ci-apres LbS) dont elle est 

0 issue. 

On cultive les bacteries pendant une nuit sur 
milieu MRS agar (MERCK) a 37°C, en jarre d' anaerobiose 
(MERCK) en presence d' un fixateur d'oxygene (AnaerocultA, 
MERCK) . 

5 Une ose de 10 microlitres (NUNC) de bacteries 

est resuspendue dans 1 millilitre d'eau sterile. Les 
bacteries sont lysees par 2 cycles d' agitation forte, 20 
secondes a 5000 rotations par minute en presence de 
microbilles de verre (0,5 mm de diametre, BIOSPEC 
0 PRODUCTS), puis rajout de 0,15ml de chloroforme. On 
agite l'ensemble pendant 30 minutes a 37°C, puis on 
complete a 2 ml avec de l'eau sterile a 4°C. L'activite 
beta-galactosidase est alors mesuree : a partir de 0,2 ml 
e la suspension cellulaire on rajoute 1,2 ml de tampon 
aH 2 P0 4 0, 067M ; pH6,8 ; 0,05 ml de L-cysteine (SIGMA) a 
0 0, 05 ml de O-nitrophenyl-beta-D-galactopyranoside 
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(SIGMA) . La reaction enzymatique est arretee apres 0, 2, 
5 ou 10 min. par 1 ml de tampon Na 2 C0 3 10%, et on effectue 
une mesure de la DO a 400 nanometres sur le surnageant, 
apres centrif ugation du milieu reactionnel. 
5 Les activites galactosidase de la souche-mere 

LbS et du mutant 1-1968 conforme a 1' Invention mesurees 
en fonction du temps sont representees sur la Figure 1. 

Ces resultats montrent que la (3-galactosidase 
est totalement inactive chez le mutant conforme a 
10 I 7 Invention. 

EXEMPLE 2 : STABILITE DU MUTANT 1-1968 DE L. BULGARICUS 

La stability du mutant 1-1968 a ete testee dans des 
milieux contenant comme sources de carbone soit un 
melange de glucose et de lactose, soit du lactose 
15 seulement. 

Une culture de 1-1968 obtenue sur milieu MRS contenant du 
glucose est mise en sous-culture sur du lait sterilise 
additionne d'autolysat de levure (2g/l) , et supplements 
ou non avec du glucose (20g/l) . Lorsqu'un pH de 5,2 

20 (coagulation du lait) est atteint, on preleve des 
echantillons de chaque sous-culture, sur lesquels on 
analyse la capacite des bacteries a fermenter les sucres, 
ainsi que la presence d'activite p-galactosidase (test 
sur plaque X-gal : colonies blanches = ^-galactosidase 

25 moins ; colonies bleues = P-galactosidase plus). 

Les resultats sont illustres par le Tableau I ci-dessous. 
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TABLEAU I 



Milieu 


Lait + glucose 
(20g/l) 


Lait 


Temps pour 
atteindre pH 5.2 


6h00 


20h00 


Fermentation des 
sucres 


glucose, fructose, 
mannose 


lactose, glucose, 
fructose, mannose 


Test sur plaque X- 
gal 


100% Colonies 
blanches 


20% colonies 

blanches 
80% colonies 
bleues 



Ces resultats montrent qu'en presence de glucose, la 

souche 1-1968 ne reverte pas vers une souche capable 

d'utiliser le lactose. En revanche dans un milieu 
5 contenant du lactose comme seule source de carbone, on 

observe une reversion rapide de la souche 1-1968 vers 

l'etat original. 

EXEMPLE 3 : PROPRIETES D' ACIDIFICATION, DE 

POSTACIDIFICATION ET DE SURVIE DU VARIANT 1-1968 DE 
0 L. BULGARICUS EN SYMBIOSE AVEC S. TSEFMOPHIZUS : CAS D'UN 

PROCEDE DE FABRICATION D' UN YOGHOURT FERME (FERMENTATION 

EN ETUVE VENTILEE) 

On prepare des ferments de yoghourt associant 

la souche 1-1968 conforme a 1' Invention avec dif ferentes 
5 souches industrielles de S. thermophilics (les souches de 

S. thermophilus utilisees sont denommees ci-apres ST1, 

ST2 et ST3) . 

A titre de comparaison, on prepare des 
ferments associant la souche-mere LbS, et les memes 
0 souches de S. thermophilus. 

Pour la preparation des ferments, les souches 
sont ensemencees separement a 1% sur la composition 
suivante : 

Composition pour 1 litre : 
5 135 g de poudre de lait ecreme 
2 g d'autolysat de levure 
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920 ml d'eau distillee 

20 g de glucose (pour la souche 1-1968 uniquement) 
Hydratation: 10 min 

Pasteurisation: 30 min a 95°C 

Le lait est ensuite refroidi a 44 °C et 
inocule, puis incube a 44°C jusqu'a obtention d'une 
acidite de 85°D (degres Dornic) pour les streptocoques et 
de 80°D pour les lactobacilles . 

Les cultures .sont ensuite reunies pour obtenir 
un ferment constitue a 80% de Streptococcus thermophllus 
et a 20% de Lactobacillus bulgarlcus . 

Les ferments ainsi obtenus sont utilises pour 
inoculer la preparation suivante : 
Composition pour 1 litre : 
5 99% de lait 

0, 1, ou 2 g/1 de glucose 
Hydratation: 10 min 

Pasteurisation: 10 min a 95°C 

Le lait est ensuite refroidi a 44 °C et inocule 

0 a 1%. 

Pour chaque experimentation, la composition du 
ferment et la quantite de glucose ajoutee sont indiquees 
dans le Tableau II ci-dessous : 
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TABLEAU II 



Exp'rience 


Glucose g/l 


Souches 


Pourcentage 


1 


0 


ST 3 


64% 






ST 2 


16% 






LbS 


20% 


2 


0 


ST 3 


64% 






ST 2 


16% 






1-1968 


20 % 


3 


1 


ST 3 


64% 






ST 2 


16% 






1-1968 


20% 


4 


0 


ST 1 


80% 






LbS 


20% 


5 


0 


ST 1 


80% 






1-1968 


20% 


6 


2 


ST 1 


80% 






1-1968 


20% 



Apres inoculation, le lait est reparti en 



ballons et incube a une temperature de 4 4 °C. Le prof il 
d' acidification est suivi pendant 1' incubation . Les 
5 produits sont decailles a pH 4,6 par ref roidissement en 
cellule froide (16 heures a 4°C). 

Les produits sont ensuite soumis a un test de 
conservation a 10°C. Dans ce test, on mesure le pH et 
1' acidite Dornic apres 1, 14, 21 et 28 jours de 
10 conservation. 

Les resultats d' acidification (temps pour 
atteindre un pH de 4,6 et valeur du pH a 24h) sont 
presentes dans le tableau III ci-dessous : 



TABLEAU III 



Experience 


Temps pour 


Temps pour 


pH a 24h 




atteindre 


atteindre 






pH 4,6 (min) 


pH 4,5 (min) 




1 


215 


236 


3,67 


2 


550 


778 


4,33 


3 


416 


507 


4,26 


4 


225 


241 


3,67 


5 


660 


>1500 


4,54 


6 


390 


465 


4,35 



15 Les resultats du test de conservation a 10 °C 

(suivi du pH et de 1'acidite Dornic), et de la survie 
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(populations de S. thermophllus et L . bulgarlcus) a 
28 jours sont presentes dans le tableau IV ci-dessous : 



TABLEAU IV 



Experience 


Temps de 


PH 


Acidite 


Streptococcus 


Lactobacillus 




stockage 
flours) 




Domic 


thermophilus 
cellules/ml 


bulgaricus 
cellules/ml 


1 


1 


4,41 


101 


7.25E+08 


3.35E+08 


1 


14 


3,98 


140 


ND 


ND 


1 


21 


3,95 


145 


ND 


ND 


1 


28 


3,9 


148 


7.35E+08 


3.30E+08 


2 


1 


4,5 


93 


5.60E+08 


2.90E+07 


2 


14 


4,23 


110 


ND 


ND 


2 


21 


4,18 


112 


ND 


ND 


2 


28 


4,19 


114 


5.65E+08 


1.87E+07 


3 


1 


4,49 


96 


6.90E+08 


7.45E+07 


3 


14 


4.14 


115 


ND 


ND 


3 


21 


4,15 


117 


ND 


ND 


3 


28 


4,15 


120 


8,65E+08 


6.30E+07 


4 


1 


4,39 


105 


6,30E+07 


4.40E+08 


4 


14 


3.91 


145 


ND 


ND 


4 


21 


3,9 


151 


ND 


ND 


4 


28 


3,85 


157 


4.70E+08 


6.40E+08 


5 


1 


4,6 


85 


9.05E+08 


6.70E+07 


5 


14 


4.58 


80 


ND 


ND 


5 


21 


4,53 


80 


ND 


ND 


5 


28 


4,61 


79 


9.40E+08 


7.00E+07 


6 


1 


4,51 


89 


1.05E+09 


1.96E+08 


6 


14 


4,38 


90 


ND 


ND 


6 


21 


4,39 


96 


ND 


ND 


6 


28 


4,42 


90 


1 .62E+09 


1.91E+08 



ND : Non Determine 



5 Ces resultats montrent que les yoghourts realises 

avec les symbioses associant la souche 1-1968 a une ou deux 
souches de S. thezmophllus presentent une postacidification 
extremement reduite par rapport aux memes symbioses avec la 
souche-mere LbS, tout en conservant une population abondante en 

10 fin de fermentation et une bonne survie pendant 28 jours a 10°C. 

L' arret de 1' acidification et le maintien du pH aux 
alentours de 4,6 a 4,5 pendant au moins 24 heures a 44 °C permet 
dans le cadre de la fabrication de yoghourt brasse, de reduire, 
voire d'eliminer la phase de refroidissement en cuve qui est 

15 habituellement mise en oaavre. 
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INDICATIONS RELATIVES A UN MICRO-ORGANISME OU 
AUTRE MATERIEL BIOLOGIQUE DEPOSE 

(regie 136tf duPCT) 



A. Lcs indications ont trait au micro-organisme ou autre maieriel biologique vise dans la description 
page _4 .Hgne 9-22 - 



B- IDENTIFICATION DU DEPOT D'autres depots font I'objetd'unc fcuille supplemental Q 



Nom de Pinstitution de depdt 

Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes 



Adresse de 1 T institution de depot (y compris le code postal et le pays) 
28 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS CEDEX 15, FRANCE 



Date du depot 

14 janvier 1998 


n° d'ordre 


1-1968 


C. INDICATIONS SUPPLEMENT A IRES (le cas echeant) 




Une feuille supplemental est jointe i — | 
pour la suite de ces renseignemcnts I— J 



"En ce qui concerne les designations dans lesquelles un brevet 
europeen est demande, un echantillon du micro-organisme depose 
ne sera accessible, jusqu'a la publication de la mention de 
delivrance du brevet europeen ou jusqu'& la date £ laquelle la 
demande sera rejetee, retiree ou reputee retiree, que par la 
remise d ! un echantillon a un expert designe par le requerant 
(regie 28.4 de la CBE) 11 . 

D. ETATS DESIGNES POUR LESQUELS LES INDICATIONS SONT DONNEES 

(si les indications ne sont pas donnees pour tous les Etats designes) 

TOUS LES PAYS PARTIES AU PCT 



E. INDICATIONS FOURNIES SEPAREMENT (le cas echeant) 



Les indications enumerees ci-apres seront ibumies ultericurement au Bureau international (specifier la nature generale des indications 
p. ex.. "n* d'ordre du depot") 



Reserve a 1' office recepteur 



Cette feuille a etc recue en meme temps que la 
demande Internationale 



Fonctionnaire autonse 




Reserve au Bureau international 



| | Cette feuille est parvenue au Bureau international le 



Fonctionnaire auto rise 



Formulairc PCT/RO/134 (juillet 1998) 
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REVENDICATIONS 

1) Souche mutante de L . bulgaricus depourvue 
d'activite P-galactosidase, caracterisee en ce qu' elle 
porte une mutation non-sens, dans au moins l'une des 
sequences codantes de l'operon lactose 

2) Souche mutante de L . bulgaricus selon la 
revendication 1, caracterise en ce que ladite sequence 
codante est la sequence codant pour la p-galactosidase. 

3) Souche mutante de i. bulgaricus selon une 
quelconque des revendications 1 ou 2, deposee le 14 
janvier 1998, aupres de la CNCM sous le numero 1-1968. 

4) Ferment lactique, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins une souche de £. bulgaricus selon une 

5 quelconque des revendications 1 a 3. 

5) Ferment lactique selon la revendication 4 
caracterise en ce que ladite souche de L. bulgaricus est 
associee a au moins une souche de S. thermophilus . 

6) Procede de preparation d'un produit laitier 
0 fermente, caracterise en ce qu'il comprend une etape au 

cours de laquelle on fermente du lait a l'aide d'un 
ferment lactique comprenant au moins une souche de 
i. fculgrar-icus selon une quelconque des revendications 1 a 

3, en presence d'au moins un sucre assimilable par ladite 
5 souche 

7) Procede selon la revendication 6, 
caracterise en ce que ledit sucre assimilable est le 
glucose . 

8) Procede selon une quelconque des 
0 revendications 6 ou 1, caracterise en ce que 1' arret de 

la fermentation s'effectue sans ref roidissement dudit 
produit laitier. 

9) Produit laitier fermente susceptible d'etre 
obtenu par un procede selon une quelconque des 

5 revendications 6 a 8. 
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10) Produit laitier fermente selon la 
revendication 9, caracterise en ce que ledit produit est 
un yoghourt . 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> COMPAGNIE GERVAIS DANONE 
BENBADIS , Laurent 
BRIGNON, Pierre 
GENDRE, Francois 

<120> SOUCHES MUTANT ES DE LACTOBACILLUS BULGARICUS DEPOURVUES 
D'ACTIVITE BETA-GALACTOS I DASE 

<130> MJPcbl91/143 

<140> 
<141> 

<150> FR9806456 
<151> 1998-05-22 

<160> 3 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 5059 
<212> ADN 

<213> Lactobacillus bulgaricus 

<220> 
<221> CDS 

<222> (122) . . (1873) 

<220> 
<221> CDS 

<222> (1877) . . (4519) 
<400> 1 

gcttgtctca cgcttgtcgt acgcggccgg tgcctttggc aacgacgtct tctacgcgac 60 

tctgtcaacc tactttatcg tcttcgtcac cacccacctc tttaatgccg gtgaccacaa 120 

g atg ate ttt ate ate ace aac ttg ate ace gee ate egg ate ggg gaa 169 
Met lie Phe lie He Thr Asn Leu He Thr Ala He Arg He Gly Glu 
1 5 io 15 

gtc ctg etc gac ccc ttg ate ggt aac gee ate gac egg ace gaa age 217 
Val Leu Leu Asp Pro Leu He Gly Asn Ala He Asp Arg Thr Glu Ser 
20 25 30 

egg tgg ggg aag ttc aag ccc tgg gtt gtg ggc ggg ggg ate ate age 265 
Arg Trp Gly Lys Phe Lys Pro Trp Val Val Gly Gly Gly He He Ser 
35 40 45 

tea tta gee etc tta gec etc ttt ace gac ttt ggc ggc att aac caa 313 
Ser Leu Ala Leu Leu Ala Leu Phe Thr Asp Phe Gly Gly He Asn Gin 
50 55 60 

age aac ccc gtt gtt tac tta gta ate ttc 1 ggt att gtt tac ttg att 361 
Ser Asn Pro Val Val Tyr Leu Val He Phe Gly He Val Tyr Leu He 
65 70 75 80 

atg gat ate ttc tac tea ttt aaa gac act ggc ttc tgg gee atg ate 409 
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Met Asp lie Phe Tyr Ser Phe Lys Asp Thr Gly Phe Trp Ala Met He 
85 90 95 

ccg gcc ttg tec ctg gat tec egg gaa aga gag aag acc tec acc ttc 457 
Pro Ala Leu Ser Leu Asp Ser Arg Glu Arg Glu Lys Thr Ser Thr Phe 
100 105 HO 

gcc aga gtc ggc tec acc ate ggg gcc aac ctg gtc ggg gta gtc ate 505 
Ala Arg Val Gly Ser Thr He Gly Ala Asn Leu Val Gly Val Val He 
115 120 125 

acc cca ate ate etc ttc ttc teg gcc age aag gcc aac ccc aac ggg 553 
Thr Pro He He Leu Phe Phe Ser Ala Ser Lys Ala Asn Pro Asn Gly 
130 135 140 

gat aag cag ggc tgg ttc ttc ttt gcc ttg ate gtg gcc att gtc ggc 601 
Asp Lys Gin Gly Trp Phe Phe Phe Ala Leu He Val Ala He Val Gly 
145 150 155 160 

ate ttg acc tea att acc gtt ggt ctt ggt act cac gaa gta aaa tec 64 9 
He Leu Thr Ser He Thr Val Gly Leu Gly Thr His Glu Val Lys Ser 
165 170 175 

gcc ctg egg gaa age aat gaa aag acc act ttg aag cag gtc ttt aag 697 
Ala Leu Arg Glu Ser Asn Glu Lys Thr Thr Leu Lys Gin Val Phe Lys 
180 185 190 

gtc ctg ggg caa aac gac cag etc etc tgg ctg gcc ttt gcc tac tgg 745 
Val Leu Gly Gin Asn Asp Gin Leu Leu Trp Leu Ala Phe Ala Tyr Trp 
195 200 205 

ttt tac ggc ctg ggt ate aac acc ctg aac get ctg caa ctt tac tac 793 
Phe Tyr Gly Leu Gly He Asn Thr Leu Asn Ala Leu Gin Leu Tyr Tyr 
210 215 220 

ttc tea tac ate tta ggc gat gcc cgc ggc tac age ctg ctt tac acc 841 
Phe Ser Tyr He Leu Gly Asp Ala Arg Glv Tyr Ser Leu Leu Tyr Thr 
225 230 ' 235 240 

ate aac acc ttt gtc ggt tta ate tct gca tec ttc ttc cca tea ctg 889 
He Asn Thr Phe Val Gly Leu He Ser Ala Ser Phe Phe Pro Ser Leu 
245 250 255 

gcc aag aag ttc aac aga aat cgc etc ttc tac gcc tgc ate gcg gtg 937 
Ala Lys Lys Phe Asn Arg Asn Arg Leu Phe Tyr Ala Cys He Ala Val 
260 265 270 

atg ctg tta ggg ate ggg gtc ttc tec gtg gcc age ggt tct ctg gcc 985 
Met Leu Leu Gly He Gly Val Phe Ser Val Ala Ser Gly Ser Leu Ala 
275 280 285 

ctg tec ctt gtt ggg gca gaa ttc ttc ttt att ccg cag cct ctg gcc 1033 
Leu Ser Leu Val Gly Ala Glu Phe Phe Phe He Pro Gin Pro Leu Ala 
290 295 300 

ttc ctg gtc gtt ttg atg ate ate tct gac get gtt gaa tac ggc cag 1081 
Phe Leu Val Val Leu Met He He Ser Asd Ala Val Glu Tyr Gly Gin 
305 310 315 320 

ctg aaa act ggc cac aga gac gaa get ttg acc ctg tct gtc egg cca 1129 
Leu Lys Thr Gly His Arg Asp Glu Ala Leu Thr Leu Ser Val Arg Pro 
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325 330 335 

ttg gtc gat aag ctg ggc ggg gcc ttg tec aac tgg ttt gtt tec ttg 1177 

Leu Val Asp Lys Leu Gly Gly Ala Leu Ser Asn Trp Phe Val Ser Leu 

1/ A . r- 



340 345 350 

att gcc tta act gcc ggc atg acc act ggg gcg act gcc tea aca att 
lie Ala Leu Thr Ala Gly Met Thr Thr Gly Ala Thr Ala Ser Thr lie 
355 360 365 



435 440 



445 



465 470 



ttg gtc ttg att cac ctt ggc ctg ggc acg gtc aaa tta aac ggg act 
Leu Val Leu He His Leu Gly Leu Gly Thr Val Lys Leu Asn Gly Thr 
500 505 510 



1225 



aca get cat ggc cag atg gtc ttc aag tta get atg ttt gcc tta ccg 1273 
Thr Ala His Gly Gin Met Val Phe Lys Leu Ala Met Phe Ala Leu Pro 
37 ° 375 380 

gca gtc atg etc ttg ate get gtt tct att ttc gcc aaa aag gtc ttc 1321 
Ala Val Met Leu Leu He Ala Val Ser He Phe Ala Lys Lys Val Phe 
38 5 390 395 400 

ttg act gaa gaa aag cac gcg gaa ate gtc gac cag ctg gaa act caa 1369 
Leu Thr Glu Glu Lys His Ala Glu He Val Asp Gin Leu Glu Thr Gin 
405 410 415 

ttc age caa age cat gcc caa aag ccg gcg caa get gaa age ttc act 1417 
Phe Ser Gin Ser His Ala Gin Lys Pro Ala Gin Ala Glu Ser Phe Thr 
4 20 425 430 

ttg gcc age cca gtc tec gga caa tta atg aac ctg gac atg gtt gac 14 65 
Leu Ala Ser Pro Val Ser Gly Gin Leu Met Asn Leu Asp Met Val Asp 



gac ccg gtc ttt gcc gac aaa aag tta ggc gac ggc ttt gcc ctg gtg 1513 
Asp Pro Val Phe Ala Asp Lys Lys Leu Gly Asp Gly Phe Ala Leu Val 
450 455 460 



cca gca gac ggt aag gtc tac gcg cca ttt gcc ggt act gtc cgc cag 1561 
Pro Ala Asp Gly Lys Val Tyr Ala Pro Phe Ala Gly Thr Val Arg Gin 

475 480 



ctg gcc aag acc egg cac teg ate gtc ctg gaa aat gaa cat ggg gtc 1609 
Leu Ala Lys Thr Arg His Ser He Val Leu Glu Asn Glu His Gly Val 
485 490 495 



1657 



ggc ttt gtc age tat gtt gaa gag ggc age cag gta gaa gcc ggc cag 1705 
Gly Phe Val Ser Tyr Val Glu Glu Gly Ser Gin Val Glu Ala Gly Gin 
515 520 525 

cag ate ctg gaa ttc tgg gac ccg gcg ate aag cag gcc aag ctg gac 1753 
Gin He Leu Glu Phe Trp Asp Pro Ala He Lys Gin Ala Lys Leu Asp 
530 535 540 

gac acg gta ate gtg acc gtc ate aac age gaa act ttc gca aat age 1801 
Asp Thr Val He Val Thr Val He Asn Ser Glu Thr Phe Ala Asn Ser 
545 550 555 560 

cag atg etc ttg ccg ate ggc cac age gtc caa gcc ctg gat gat gta 1849 
Gin Met Leu Leu Pro He Gly His Ser Val Gin Ala Leu Asp Asd Val 
565 570 575 
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ttc aag tta gaa ggg aag aat tag aaa atg age aat aag tta gta aaa 1897 
Phe Lys Leu Glu Gly Lys Asn Met Ser Asn Lys Leu Val Lys 

580 585 590 

gaa aaa aga gtt gac cag gca gac ttg gec tgg ctg act gac ccg gaa 1945 
Glu Lys Arg Val Asp Gin Ala Asp Leu Ala Trp Leu Thr Asp Pro Glu 
595 600 605 

gtt tac gaa gtc aat aca att ccc ccg cac tec gac cat gag tec ttc 1993 
Val Tyr Glu Val Asn Thr lie Pro Pro His Ser Asp His Glu Ser Phe 
610 615 620 

caa age cag gaa gaa ctg gag gag ggc aag tec agt tta gtg cag tec 2041 
Gin Ser Gin Glu Glu Leu Glu Glu Gly Lys Ser Ser Leu Val Gin Ser 
625 630 635 

ctg gac ggg gac tgg ctg att gac tac get gaa aac ggc cag gga cca 2089 
Leu Asp Gly Asp Trp Leu He Asp Tyr Ala Glu Asn Gly Gin Gly Pro 
640 645 650 655 

gtc aac ttc tat gca gaa gac ttt gac gat age aat ttt aag tea gtc 2137 
Val Asn Phe Tyr Ala Glu Asp Phe Asp Asp Ser Asn Phe Lys Ser Val 
660 665 670 

aaa gta ccc ggc aac ctg gaa ctg caa ggc ttt ggc cag ccc cag tat 2185 
Lys Val Pro Gly Asn Leu Glu Leu Gin Gly Phe Gly Gin Pro Gin Tyr 
675 680 685 

gtc aac gtc caa tat cca tgg gac ggc agt gag gag att ttc ccg ccc 2233 
Val Asn Val Gin Tyr Pro Trp Asp Gly Ser Glu Glu He Phe Pro Pro 
690 695 700 

caa att cca age aaa aat ccg etc get tct tat gtc aga tac ttt gac 2281 
Gin He Pro Ser Lys Asn Pro Leu Ala Ser Tyr Val Arg Tyr Phe Asp 
705 710 715 

ctg gat gaa get ttc tgg gac aag gaa gtc age ttg aag ttt gac ggg 2329 
Leu Asp Glu Ala Phe Trp Asp Lys Glu Val Ser Leu Lys Phe Asp Gly 
720 725 730 * 735 

gcg gca aca gec ate tat gtc tgg ctg aac ggc cac ttc gtc ggc tac 2377 
Ala Ala Thr Ala He Tyr Val Trp Leu Asn Gly His Phe Val Gly Tyr 
740 745 750 

ggg gaa gac tec ttt acc cca age gag ttt atg gtt acc aag ttc etc 2425 
Gly Glu Asp Ser Phe Thr Pro Ser Glu Phe Met Val Thr Lys Phe Leu 
755 760 765 

aag aaa gaa aat aac cgc ctg gca gtg get etc tac aag tat tct tec 2473 
Lys Lys Glu Asn Asn Arg Leu Ala Val Ala Leu Tyr Lys Tyr Ser Ser 
770 775 780 

gec tec tgg ctg gaa gac cag gac ttc tgg cgc atg tct ggt ttg ttc 2521 
Ala Ser Trp Leu Glu Asp Gin Asp Phe Trp Arg Met Ser Gly Leu Phe 
785 790 795 

aga tea gtg act ctt cag gee aag ccg cgt ctg cac ttg gag gac ctt 2569 
Arg Ser Val Thr Leu Gin Ala Lys Pro Arg Leu His Leu Glu Asp Leu 
800 805 810 815 
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aag ctt acg gcc age ttg acc gat aac tac caa aaa gga aag ctg gaa 2617 
Lys Leu Thr Ala Ser Leu Thr Asp Asn Tyr Gin Lys Gly Lys Leu Glu 
820 825 830 

gtc gaa gcc aat att gcc tac cgc ttg cca aat gcc age ttt aag ctg 2665 
Val Glu Ala Asn He Ala Tyr Arg Leu Pro Asn Ala Ser Phe Lys Leu 
835 840 845 

gaa gtg egg gat agt gaa ggt gac ttg gtt get gaa aag ctg ggc cca 2713 
Glu Val Arg Asp Ser Glu Gly Asp Leu Val Ala Glu Lys Leu Gly Pro 
850 855 860 

ate aga age gag cag ctg gaa ttc act ctg get gat ttg cca gta get 2761 
He Arg Ser Glu Gin Leu Glu Phe Thr Leu Ala Asp Leu Pro Val Ala 
865 870 875 

gcc tgg age gcg gaa aag cct aac ctt tac cag gtc cgc ctg tat tta 2809 
Ala Trp Ser Ala Glu Lys Pro Asn Leu Tyr Gin Val Arg Leu Tyr Leu 
880 885 890 895 

tac cag gca ggc age etc tta gag gtt age egg cag gaa gtg ggt ttc 2857 
Tyr Gin Ala Gly Ser Leu Leu Glu Val Ser Arg Gin Glu Val Gly Phe 
900 905 910 

cgc aac ttt gaa eta aaa gac ggg att atg tac ctt aac ggc cag egg 2905 
Arg Asn Phe Glu Leu Lys Asp Gly He Met Tyr Leu Asn Gly Gin Arg 
915 920 925 

ate gtc ttc aag ggg gcc aac egg cac gaa ttt gac agt aag ttg ggc 2953 
He Val Phe Lys Gly Ala Asn Arg His Glu Phe Asp Ser Lys Leu Gly 
930 935 940 

egg get ate aca gaa gag gat atg ate tgg gat ate aag acc atg aag 3001 
Arg Ala He Thr Glu Glu Asp Met He Trp Asp He Lys Thr Met Lys 
945 950 955 

cga age aac ate aat get gtc cgc tgc tct cac tac ccg aac cag tec 304 9 
Arg Ser Asn He Asn Ala Val Arg Cys Ser His Tyr Pro Asn Gin Ser 
960 965 970 975 

etc ttt tac egg etc tgt gac aag tac ggc ctt tac gtc att gat gaa 3097 
Leu Phe Tyr Arg Leu Cys Asp Lys Tyr Gly Leu Tyr Val He Asp Glu 
980 985 990 

get aac ctg gaa age cac ggc acc tgg gaa aaa gtg ggg ggg cac gaa 3145 
Ala Asn Leu Glu Ser His Gly Thr Trp Glu Lys Val Gly Gly His Glu 
995 1000 1005 

gat cct age ttc aat gtt cca ggc gat gac cag cat tgg ctg gga gcc 3193 
Asp Pro Ser Phe Asn Val Pro Gly Asp Asp Gin His Trp Leu Gly Ala 
1010 1015 1020 

age tta tec egg gtg aag aac atg atg get egg gac aag aac cat get 3241 
Ser Leu Ser Arg Val Lys Asn Met Met Ala Arg Asp Lys Asn His Ala 
1025 1030 1035 

tea ate ctg ate tgg tct tta ggc aat gag tct tac gcc ggc act gtc 3289 
Ser He Leu He Trp Ser Leu Gly Asn Glu Ser Tyr Ala Gly Thr Val 
1040 1045 1050 1055 

ttt gcc caa atg get gat tac gtc egg aag get gat ccg acc egg gtt 3337 



WO 99/61627 



6 



PCT/FR99/01165 



Phe Ala Gin Met Ala Asp Tyr Val Arg Lys Ala Asp Pro Thr Arg Val 
1060 1065 1070 

cag cac tat gaa ggg gtg acc cac aac egg aag ttt gac gac gec acc 3385 

Gin His Tyr Glu Gly Val Thr His Asn Arg Lys Phe Asp Asp Ala Thr 
1075 1080 1085 

cag att gaa age egg atg tat get ccg gee aag gta att gaa gaa tac 3433 

Gin He Glu Ser Arg Met Tyr Ala Pro Ala Lys Val He Glu Glu Tyr 
1090 1095 1100 



ttg acc aat aaa cca gee aag cca ttt ate tea gtt gaa tac get cac 
Leu Thr Asn Lys Pro Ala Lys Pro Phe He Ser Val Glu Tyr Ala His 
1105 1110 ins 



3481 



gee atg ggc aac tec gtc ggt gac ctg gee gee tac acg gee ctg gaa 
Ala Met Gly Asn Ser Val Gly Asp Leu Ala Ala Tyr Thr Ala Leu Glu 
1120 1125 H30 H35 



3529 



aaa tac ccc cac tac cag ggc ggc ttc ate tgg gac tgg att gac caa 
Lys Tyr Pro His Tyr Gin Gly Gly Phe He Trp Asp Trp He Asp Gin 
1140 H45 H50 



3577 



gga ctg gaa aaa gac ggg cac ctg ctt tat ggg ggc gac ttc gat gac 
Gly Leu Glu Lys Asp Gly His Leu Leu Tyr Gly Gly Asp Phe Asp Asp 
1155 H60 H65 



3625 



egg cca acc gac tat gaa ttc tgc ggg aac ggc ctg gtc ttt get gac 3673 
Arg Pro Thr Asp Tyr Glu Phe Cys Gly Asn Gly Leu Val Phe Ala Asp 
1170 H75 H80 

egg act gaa teg ccg aaa ctg get aat gtc aag gee ctt tac gee aac 3721 
Arg Thr Glu Ser Pro Lys Leu Ala Asn Val Lys Ala Leu Tyr Ala Asn 
1185 1190 H95 

ctt aag tta gaa gta aaa gat ggg cag etc ttc etc aaa aac gac aat 3769 
Leu Lys Leu Glu Val Lys Asp Gly Gin Leu Phe Leu Lys Asn Asp Asn 
1200 1205 1210 1215 

tta ttt acc aac age tea tct tac tac ttc ttg act agt ctt ttg gtc 3817 
Leu Phe Thr Asn Ser Ser Ser Tyr Tyr Phe Leu Thr Ser Leu Leu Val 
1220 1225 1230 

gat ggc aag ttg acc tac cag age egg cct ctg acc ttt ggc ctg gag 3865 
Asp Gly Lys Leu Thr Tyr Gin Ser Arg Pro Leu Thr Phe Gly Leu Glu 
1235 1240 1245 



cct ggc gaa tec ggg acc ttt gee ctg cct tgg ccg gaa gtc get gat 3913 
Pro Gly Glu Ser Gly Thr Phe Ala Leu Pro Trp Pro Glu Val Ala Asp 
1250 1255 1260 

gaa aaa gga gag gtc gtc tac egg gta acg gec cac tta aaa gaa gac 3961 
Glu Lys Gly Glu Val Val Tyr Arg Val Thr Ala His Leu Lys Glu Asp 
1265 1270 1275 

ttg cct tgg gcg gat gag ggc ttc act gtg get gaa gca gaa gaa gta 4009 
Leu Pro Trp Ala Asp Glu Gly Phe Thr Val Ala Glu Ala Glu Glu Val 
1280 1285 1290 1295 

get caa aag ctg ccg gaa ttt aag ccg gaa ggg egg cca gat tta gtt 4057 
Ala Gin Lys Leu Pro Glu Phe Lys Pro Glu Gly Arg Pro Asp Leu Val 
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1300 1305 1310 

gat tec gac tac aac eta ggc ctg aaa gga aat aac ttc caa act etc 4105 
Asp Ser Asp Tyr Asn Leu Gly Leu Lys Gly Asn Asn Phe Gin lie Leu 
1315 1320 1325 

ttc tec aag gtc aag ggc tgg ccg gtt tec etc aag tat gec ggt agg 4153 
Phe Ser Lys Val Lys Gly Trp Pro Val Ser Leu Lys Tyr Ala Gly Arg 
1330 1335 1340 

gaa tac ttg aag egg ctg ccg gaa ttt acc ttc tgg egg gee ctg acg 4201 
Glu Tyr Leu Lys Arg Leu Pro Glu Phe Thr Phe Trp Arg Ala Leu Thr 
1345 1350 1355 

gac aac gac egg gga get ggt tac ggc tat gat ctg gee egg tgg gaa 4249 
Asp Asn Asp Arg Gly Ala Gly Tyr Gly Tyr Asp Leu Ala Arg Trp Glu 
1360 1365 1370 " 1375 

aat gec ggc aag tat gee cgc ttg aaa gac ate age tgc gag gtc aag 4297 
Asn Ala Gly Lys Tyr Ala Arg Leu Lys Asp He Ser Cys Glu Val Lys 
1380 1385 1390 

gaa gac tec gtt ttg gtc aag act gec ttt acg ttg cct gtc gee tta 4 345 
Glu Asp Ser Val Leu Val Lys Thr Ala Phe Thr Leu Pro Val Ala Leu 
1395 1400 1405 

aag ggt gat tta act gtg acc tat gaa gtc gat gga egg ggc aag att 4393 
Lys Gly Asp Leu Thr Val Thr Tyr Glu Val Asp Gly Arg Gly Lys He 
1410 1415 1420 

get gta aca get gac ttc cca ggc gcg gaa gaa gec ggt etc ttg cca 4 441 
Ala Val Thr Ala Asp Phe Pro Gly Ala Glu Glu Ala Gly Leu Leu Pro 
1425 1430 1435 

gee ttt ggc ttg aac ctg gec ctg cca aaa gaa ctg acc gat tac cgc 4489 
Ala Phe Gly Leu Asn Leu Ala Leu Pro Lys Glu Leu Thr Asp Tyr Arg 
1440 1445 1450 1455 

tac tat ggt ctg gga cct aat gag age taa ccagaccgct tggaaggtaa 4539 
Tyr Tyr Gly Leu Gly Pro Asn Glu Ser 





1460 




1465 








ttacctgggc 


atctaccagg 


gageggtaaa 


aaagaacttt 


agcccatacc 


tgcgtccgca 


4599 


ggaaaeggge 


aaceggagea 


aggttcgctg 


gtaccagctc 


tttgatgaaa 


agggeggett 


4659 


ggaatttacg 


gccaatgggg 


cagacttgaa 


ettgtctget 


ttgecatatt 


ctgccgccca 


4719 


aattgaagca 


gcggaccacg 


cttttgaact 


gactaacaat 


tacacttggg 


ttagagcett 


4779 


aagcgcccag 


atgggggtcg 


gcggggatga 


ctcctggggg 


cagaaggtcc 


acceggaatt 


4839 


ctgcctggat 


gctcaaaaag 


cccgccagct 


ccgcctggtg 


attcagcccc 


ttttactaaa 


4899 


ataaatgeta 


caattgactt 


aacaggatga 


aattttagta 


aaagcaaagc 


gagtgaggaa 


4959 


gatggcaacg 


atcagagaag 


tgecaaggea 


gccggcgtgt 


cgctagcgac 


ggtttcccgc 


5019 


gtcttgaact 


atgaccagac 


cctgtcagtc 


aatgaggcaa 
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<210> 2 
<211> 583 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus bulgaricus 



<400> 2 

Val Val Gly Gly Gly He He Ser Ser Leu Ala Leu Leu Ala Leu Phe 
15 10 15 



Thr Asp Phe Gly Gly He Asn Gin Ser Asn Pro Val Val Tyr Leu Val 
20 25 30 

He Phe Gly He Val Tyr Leu lie Met Asp He Phe Tyr Ser Phe Lys 
35 40 45 

Asp Thr Gly Phe Trp Ala Met He Pro Ala Leu Ser Leu Asp Ser Arq 

cc 



50 55 

Glu Arg Glu Lys Thr Ser Thr Phe Ala Arg Val Gly Ser Thr He Gly 
65 70 75 80 

Ala Asn Leu Val Gly Val Val He Thr Pro He He Leu Phe Phe Ser 
85 90 95 

Ala Ser Lys Ala Asn" Pro Asn Gly Asp Lys Gin Gly Trp Phe Phe Phe 
100 105 no 

Ala Leu He Val Ala He Val Gly He Leu Thr Ser He Thr Val Gly 
115 120 125 

Leu Gly Thr His Glu Val Lys Ser Ala Leu Arg Glu Ser Asn Glu Lys 
130 135 140 

Thr Thr Leu Lys Gin Val Phe Lys Val Leu Gly Gin Asn Asp Gin Leu 
145 150 155 160 

Leu Trp Leu Ala Phe Ala Tyr Trp Phe Tyr Gly Leu Gly He Asn Thr 
165 170 175 

Leu Asn Ala Leu Gin Leu Tyr Tyr Phe Ser Tyr He Leu Gly Asp Ala 
180 185 190 

Arg Gly Tyr Ser Leu Leu Tyr Thr He Asn Thr Phe Val Gly Leu He 
195 200 205 

Ser Ala Ser Phe Phe Pro Ser Leu Ala Lys Lys Phe Asn Arg Asn Arq 
210 215 220 

Leu Phe Tyr Ala Cys He Ala Val Met Leu Leu Gly He Gly Val Phe 
225 230 235 240 

Ser Val Ala Ser Gly Ser Leu Ala Leu Ser Leu Val Gly Ala Glu Phe 
245 250 255 

Phe Phe He Pro Gin Pro Leu Ala Phe Leu Val Val Leu Met He lie 
260 265 270 

Ser Asp Ala Val Glu Tyr Gly Gin Leu Lys Thr Gly His Arg Asp Glu 
275 280 285 

Ala Leu Thr Leu Ser Val Arg Pro Leu Val Asp Lys Leu Gly Gly Ala 
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290 



295 



300 



Leu Ser Asn Trp Phe Val Ser Leu lie Ala Leu Thr Ala Gly Met Thr 
305 310 315 320 

Thr Gly Ala Thr Ala Ser Thr He Thr Ala His Gly Gin Met Val Phe 
325 330 335 

Lys Leu Ala Met Phe Ala Leu Pro Ala Val Met Leu Leu He Ala Val 
340 345 350 

Ser He Phe Ala Lys Lys Val Phe Leu Thr Glu Glu Lys His Ala Glu 
355 360 365 

He Val Asp Gin Leu Glu Thr Gin Phe Ser Gin Ser His Ala Gin Lys 
370 375 380 

Pro Ala Gin Ala Glu Ser Phe Thr Leu Ala Ser Pro Val Ser Gly Gin 
385 390 395 400 

Leu Met Asn Leu Asp Met Val Asp Asp Pro Val Phe Ala Asp Lys Lys 
405 410 415 

Leu Gly Asp Gly Phe Ala Leu Val Pro Ala Asp Gly Lys Val Tyr Ala 
420 425 430 

Pro Phe Ala Gly Thr Val Arg Gin Leu Ala Lys Thr Arg His Ser He 
435 440 445 

Val Leu Glu Asn Glu His Gly Val Leu Val Leu He His Leu Gly Leu 
450 455 460 

Gly Thr Val Lys Leu Asn Gly Thr Gly Phe Val Ser Tyr Val Glu Glu 
465 470 475 480 

Gly Ser Gin Val Glu Ala Gly Gin Gin He Leu Glu Phe Trp Asp Pro 
485 490 495 

Ala He Lys Gin Ala Lys Leu Asp Asp Thr Val He Val Thr Val He 
500 505 510 

Asn Ser Glu Thr Phe Ala Asn Ser Gin Met Leu Leu Pro He Gly His 
515 520 525 

Ser Val Gin Ala Leu Asp Asp Val Phe Lys Leu Glu Gly Lvs Asn 
530 535 540 

Met Ser Asn Lys Leu Val Lys Glu Lys Arg Val Asp Gin Ala Asp 
545 550 555 



Leu Ala Trp Leu Thr Asp Pro Glu Val Tyr Glu Val Asn Thr He Pro 

560 565 570 5 75 

Pro His Ser Asp His Glu Ser Phe 
580 



<210> 3 
<211> 841 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus bulgaricus 
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<400> 3 

Ser Gin Glu Glu Leu Glu Glu Gly Lys Ser Ser Leu Val Gin Ser Leu 
15 io 15 

Asp Gly Asp Trp Leu He Asp Tyr Ala Glu Asn Gly Gin Gly Pro Val 
20 25 30 

Asn Phe Tyr Ala Glu Asp Phe Asp Asp Ser Asn Phe Lys Ser Val Lys 
35 40 45 

Val Pro Gly Asn Leu Glu Leu Gin Gly Phe Gly Gin Pro Gin Tyr Val 
50 55 60 

Asn Val Gin Tyr Pro Trp Asp Gly Ser Glu Glu lie Phe Pro Pro Gin 
65 70 75 80 

He Pro Ser Lys Asn Pro Leu Ala Ser Tyr Val Arg Tyr Phe Asp Leu 
85 90 95 

Asp Glu Ala Phe Trp Asp Lys Glu Val Ser Leu Lys Phe Asp Gly Ala 
100 105 HO 

Ala Thr Ala He Tyr Val Trp Leu Asn Gly His Phe Val Gly Tyr Gly 
115 120 125 

Glu Asp Ser Phe Thr Pro Ser Glu Phe Met Val Thr Lys Phe Leu Lys 
130 135 140 

Lys Glu Asn Asn Arg Leu Ala Val Ala Leu Tyr Lys Tyr Ser Ser Ala 
145 150 155 160 

Ser Trp Leu Glu Asp Gin Asp Phe Trp Arg Met Ser Gly Leu Phe Arg 
165 170 175 

Ser Val Thr Leu Gin Ala Lys Pro Arg Leu His Leu Glu Asp Leu Lys 
180 185 190 

Leu Thr Ala Ser Leu Thr Asp Asn Tyr Gin Lys Gly Lys Leu Glu Val 
195 200 205 

Glu Ala Asn He Ala Tyr Arg Leu Pro Asn Ala Ser Phe Lys Leu Glu 
210 215 220 

Val Arg Asp Ser Glu Gly Asp Leu Val Ala Glu Lys Leu Gly Pro He 
225 230 235 240 

Arg Ser Glu Gin Leu Glu Phe Thr Leu Ala Asp Leu Pro Val Ala Ala 
245 250 255 

Trp Ser Ala Glu Lys Pro Asn Leu Tyr Gin Val Arg Leu Tyr Leu Tyr 
260 265 270 

Gin Ala Gly Ser Leu Leu Glu Val Ser Arg Gin Glu Val Gly Phe Arg 
275 280 285 

Asn Phe Glu Leu Lys Asp Gly He Met Tyr Leu Asn Gly Gin Arg He 
290 295 300 

Val Phe Lys Gly Ala Asn Arg His Glu Phe Asp Ser Lys Leu Gly Arg 
305 310 315 320 
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Ala He Thr Glu Glu Asp Met He Trp Asp He Lys Thr Met Lys Arg 
325 330 335 

Ser Asn He Asn Ala Val Arg Cys Ser His Tyr Pro Asn Gin Ser Leu 
340 345 350 

Phe Tyr Arg Leu Cys Asp Lys Tyr Gly Leu Tyr Val He Asp Glu Ala 
355 360 365 

Asn Leu Glu Ser His Gly Thr Trp Glu Lys Val Gly Gly His Glu Asp 
370 375 380 

Pro Ser Phe Asn Val Pro Gly Asp Asp Gin His Trp Leu Gly Ala Ser 
385 390 395 400 

Leu Ser Arg Val Lys Asn Met Met Ala Arg Asp Lys Asn His Ala Ser 
405 410 415 

He Leu He Trp Ser Leu Gly Asn Glu Ser Tyr Ala Gly Thr Val Phe 
420 425 430 

Ala Gin Met Ala Asp Tyr Val Arg Lys Ala Asp Pro Thr Arg Val Gin 
435 440 445 

His Tyr Glu Gly Val Thr His Asn Arg Lys Phe Asp Asp Ala Thr Gin 
450 455 460 

He Glu Ser Arg Met Tyr Ala Pro Ala Lys Val He Glu Glu Tyr Leu 
465 470 475 480 

Thr Asn Lys Pro Ala Lys Pro Phe He Ser Val Glu Tyr Ala His Ala 
485 490 495 

Met Gly Asn Ser Val Gly Asp Leu Ala Ala Tyr Thr Ala Leu Glu Lys 
500 505 510 

Tyr Pro His Tyr Gin Gly Gly Phe He Trp Asp Trp He Asp Gin Gly 
515 520 525 

Leu Glu Lys Asp Gly His Leu Leu Tyr Gly Gly Asp Phe Asp Asp Arg 
530 535 540 

Pro Thr Asp Tyr Glu Phe Cys Gly Asn Gly Leu Val Phe Ala Asp Arg 
545 550 555 560 

Thr Glu Ser Pro Lys Leu Ala Asn Val Lys Ala Leu Tyr Ala Asn Leu 
565 570 575 

Lys Leu Glu Val Lys Asp Gly Gin Leu Phe Leu Lys Asn Asp Asn Leu 
580 585 590 

Phe Thr Asn Ser Ser Ser Tyr Tyr Phe Leu Thr Ser Leu Leu Val Asp 
595 600 605 

Gly Lys Leu Thr Tyr Gin Ser Arg Pro Leu Thr Phe Gly Leu Glu Pro 
610 615 620 



Gly Glu Ser Gly Thr Phe Ala Leu Pro Trp Pro Glu Val Ala Asp Glu 
625 630 635 640 
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Lys Gly Glu Val Val Tyr Arg Val Thr Ala His Leu Lys Glu Asp Leu 
645 650 655 

Pro Trp Ala Asp Glu Gly Phe Thr Val Ala Glu Ala Glu Glu Val Ala 
660 665 670 

Gin Lys Leu Pro Glu Phe Lys Pro Glu Gly Arg Pro Asp Leu Val Asp 
675 660 685 

Ser Asp Tyr Asn Leu Gly Leu Lys Gly Asn Asn Phe Gin lie Leu Phe 
690 695 700 

Ser Lys Val Lys Gly Trp Pro Val Ser Leu Lys Tyr Ala Gly Arg Glu 
705 710 715 720 

Tyr Leu Lys Arg Leu Pro Glu Phe Thr Phe Trp Arg Ala Leu Thr Asp 
725 730 735 

Asn Asp Arg Gly Ala Gly Tyr Gly Tyr Asp Leu Ala Arg Trp Glu Asn 
740 745 750 

Ala Gly Lys Tyr Ala Arg Leu Lys Asp lie Ser Cys Glu Val Lys Glu 
755 760 765 

Asp Ser Val Leu Val Lys Thr Ala Phe Thr Leu Pro Val Ala Leu Lys 
770 775 780 

Gly Asp Leu Thr Val Thr Tyr Glu Val Asp Gly Arg Gly Lys lie Ala 
785 790 795 800 

Val Thr Ala Asp Phe Pro Gly Ala Glu Glu Ala Gly Leu Leu Pro Ala 
805 810 815 

Phe Gly Leu Asn Leu Ala Leu Pro Lys Glu Leu Thr Asp Tyr Arg Tyr 
820 825 830 



Tyr Gly Leu Gly Pro Asn Glu Ser 
835 840 
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international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 
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ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 
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3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
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Base du rapport 


II 
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Priorite 


111 


□ 


Absence' de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle 


IV 
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Absence d'unite de I'invention 
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Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 
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rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-14 version initiale 

Revendications, N°: 

1-10 version initiate 

Dessins, feuilles: 

1/1 version initiale 
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□ des revendications, n os : 
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4. Observations complementaires, le cas echeant : 

voir feuille separee 
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V. Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
dapplication industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 
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Revendications 
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Activite inventive 
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Non : 


Revendications 


1-10 


Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 
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Non : 
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2. Citations et explications 
voir feu i lie separee 



VII. Irregularis dans la demande intemationale 

Les irregularites suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande intemationale, ont ete constatees : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de ia description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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II est fait reference aux documents suivants: 

D1: EP-A-0 518 096 (NESTLE SA) 16 decembre 1992 (1992-12-16) cite dans la 
demande 

D2: WO 90 05459 A (GENENCOR INC) 31 mai 1990 (1990-05-31) cite dans la 
demande 

Concernant le point I 

Base de ('opinion 

Les pages 1-12 du listage des sequences 1-3 sont prises en compte pour 
Tetablissement de cette opinion. 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, I'activite inventive et 
la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
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Nouveaute et activite inventive (Art. 33.1 - 3) 

1. Les revendications 1-5 sont nouvelles mais pas inventives a la lumiere des 

documents D1 et D2. L'application presente une solution alternative pour eviter la 
post-acidification du produit laitier apres la fermentation au cours de la 
conservation. Elle consiste a utiliser un mutant beta-galactosidase negatif de L. 
Bulgaricus et de choisir la vitesse et le niveau d'acidification en modulant Tajout 
de glucose. L'operon lactose de ce mutant porte une mutation non-sens dans le 
gene de la beta-galactosidase. 

D1 presente une solution similaire avec toutes les caracteristiques techniques de 
l'application pour obtenir tous les effets techniques presentes dans ('application, la 
seule difference etant I'inactivation du gene de la beta-galactosidase par une 
deletion partielle (page 2, lignes 5-6, 41-43, 48; page 3, lignes 22-24; page 5 
exemple 1; exemple 3-6, page 7) . 

A la lumiere de D2, il est montre que I'activite beta-galactosidase peut etre 
supprimee en introduisant une mutation ponctuelle (page 14, paragraphe 2 et 
table page 20) dans le gene de la beta-galactosidase (les mutants conditionnels 
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portant generalement une mutation ponctuelle). 

II est done evident que la suppression de I'activite beta-galactosidase de L. 
Bulgaricus peut etre obtenue par une mutation ponctuelle au lieu d'une deletion 
partielle du gene de la beta-galactosidase. 

Les revendications 1-5 ne presentent done pas d'activite inventive. 

2. Les revendications 6-10 sont nouvelles mais ne presentent pas d'activite 
inventive parce que des produits laitiers similaires a ceux decrits dans la presente 
application sont divuigues dans D1 et un procede de preparation d'un produit 
laitier en fermentant du iait avec une souche de L. Bulgaricus en presence de 
glucose est presente dans D1 avec un arret de la fermentation sans 
refroidissement du dit produit laitier (Exemples 3- 6 page 6). La combinaison des 
documents D1 et D2 rend evident I'objet des revendications 6-10. 

Concernant le point VII 

Irregularis dans la demande intemationale 

3. Si les termes, comme par exemple "Anaeroculta" (page 9, ligne 23), font 
reference a des marques deposees, le fait qu'elles ne soient pas reconnues 
comme telles rend la description obscure (Art. 5 et directives concernant I'examen 
international II 4. 16 PCT). 

4. Les termes "ose" et "NUNC" ne sont pas clairs et rendent la description obscure 
(Art. 5 PCT). 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande intemationale 

5. Dans la revendication 1, une caracteristique essentielle semble manquer 
(mutation dans le gene de la permease). La revendication 1 ne remplit done pas 
la condition visee a Particle 6 PCT en combinaison avec la regie 6.3 b) PCT, selon 
laquelle une revendication independante doit contenir toutes les caracteristiques 
techniques essentielles a la definition de I'invention. En effet, I'operon lactose du 
mutant decrit dans I'application porte une substitution dans le gene de la 
permease et une mutation non-sens dans le gene de la beta-galactosidase. Le 
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deposant mentionne, a juste titre, que le taux de reversion des mutations 
ponctuelles (comme la mutation non-sens decrite dans la revendication 1) est tres 
eleve. Ce qui rend beaucoup plus difficile la selection et le maintien d'une souche 
ayant une mutation ponctuelle. Or la souche 1-1968 reste stable en presence de 
glucose comme le montre le tableau 1 de la description. De plus, il ne ressort pas 
clairement de la description que la mutation non-sens est la seule modification 
essentielle et que la substitution n'est qu'accessoire pour obtenir tous les effets 
techniques de I'invention. 
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1. Base du rapport 
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|~| la recherche Internationale a ete effectuee sur la base tfune traduction de la demande Zrrtemationale remise a radmlrdstration. 
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[X| La declaration, selon laquelle le Dstage des sequences presertte par ecrft et fouml ufterieurement ne vaa pas au~deJa de la 
divulgation falte dans ta demande telle que deposee, a ete foumle. 

|X| La declaration, seton laquelle les trrforrnatlons enreglstrees sous forme deoNffrabte par ordlnateur sont IdentJques a cedes 
du Dstage des sequences presents par ecrft, a ete foumle. 
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4. En ce qui conceme le trtm, 

|X| le texte est approuve tel qu*ll a ete rem Is par le deposant 
| | Le texte a ete etabfl par Padmhlstration et a la teneur sutvante: 



& En ce qui conceme Pebregt, 

[Yl le texte est approuve tel qi/ll a ete remte par le deposant 

□ le texte (reprodun dans le cadre III) a eteetabti par radnrtrdstration corrfonnement a la regie 38v2b). Le deposant pout 
presenter des observations a radrrtrtfstration dans un delai <fun mors a compter de la date (fexpedMon du present rapport 
de recherche tntemationale. 

6l La figure des deta in s a pubOer avec Pabrege est la Figure n° — 

I I suggeree par le deposant Q Aucune des figures 

I"] parce que le deposant rfa pas suggere de figure. n'est a pubfler. 

| | parce que oette figure caractertse mieux rtnventloa 
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